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石川信雄　ヨード化蛋白の生物活性について
Nobuo　I8hikawaStudies　on　Biological　Activity
of　Iodinated　Proteills．
　　The　literature　concerning　the　iodination　of　various　proteins　are　reviewed　and
several　experiments　on　the　biological　activity　of　iodinated　proteins　are　reported
herein．
　　III　order　to　examine　the　relation　between　the　thyroidal　activity　and　protein
structure，　the　iodination　of　casein　and　casein－hydrolysate　was　carried　out　and
proved　that　protein　structure　was　important　for　thyroxine　formation．
緒 論
　ヨード化蛋白研究の主流は二大別される．一つは低温ヨード化（または中性ヨード化）で蛋白変「生をおこさぬ条
件にてチロジン基，ヒスチジン基のみをヨー’ド化する方法であり，活性蛋白の研究に広く用いられてきた．他の
一つは高温ヨード化で，最近の生体内サイロキシン生成機構の究明など，はなぱなしい業蹟は主としてこの分野
において行われた．
　本研究は第1章において蛋白のヨード化に関する既知文献の蒐集ならびに著者の新知見を報告し，第2章にお
いて該法を用うるメラニン細胞刺戟ホルモンのヨード化，およびそれによる生物学的活性の影響につき報告する．
第3章にて各種ヨード化条件と微生物発育促進作用との関係につきての研究，第4報において蛋白加水分解酵素
に対するヨード化蛋白の抵抗性につき論じ，第5章にてカゼイン蛋白の高温ヨード化によるサイロキシン生成能
についての一知見を報告する．
　なお，この分野に関する綜説としては，Albert　155），　Kuman156），　Harington157），　Roche158），Salter159），　Leblond
160），Maclanganl61），　Heriott162），鈴木163），伊藤164），　LI」本165），石川1661，湊田）があげられる．
　また，ラジオオートグラフィー手技文献としてFink167），　Nadlerl68），　Roche169）17Ω）が推される．
第1章　蛋白の低温ヨード化
〔1〕　緒　　　論
　（低温ヨード化に関する文献学的考察）
　蛋白に対するヨードの反応として付加置換があげられる．付加反応はチオエーテル基については考えられるが
ペプチッド窒素には確定した説がない．むしろ高含量ヨード蛋白（ヨード18％Periodo・Casein）においてはヨー
ド，ヨードイオンの吸着が見られる1）．これに反して置換反応および酸化反応は常に起る反応である．活性蛋白の
有効基を検索する場合傍生する酸化反応を制禦すれば蛋白変性を来たさないヨード化を実施することができる．
われわれはこれを中性ヨード化と呼ぶ．たとえばpH　5・0～6・0（または中性緩衝液）ヨードヨードカリ，0。Cの条
件下でペプシン2）3、，血清アルブミン4）5）6）サイログロブリンηの研究に用いられる．蛋白中のヨード含量は添加試
薬の量により1～4％・後述アルカリ性ヨード化で6～14％のヨードが入る．　しかし後者の場合は蛋白の一部変性
が起るため注意しなければならない．天然蛋白は遊離チロジンよりもヨードとの反応度が低いがしかし尿素変性
後はヨードとの反応度がずっと増加する8）9）．安定な蛋白の例としてツェイン，カゼインがある．ヨードツェイン
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（lodozein）はチロシン基の完全ヨード置換によっても変性をきたさない（6・9～7・5％12）1°）．しかし一般蛋白では
部分ヨード化に止める．血清アルブミンのヨード化4）5）6）またIodopepsin2）3）の各種ヨード含量のものも得られて
いるが3％までは変性を来たさない．ただヨード含量の相異により溶解度は変化してくる．IodOpepsinはハロゲ
ンの80％がヨードチロジンとして存するに反してヨード化度の低い他のヨードペプシンは65％がモノヨードチロ
ジンである．
　Haringtonl1）により得られたヨードインシュリンは15．4％の12を含むがこの場合は完全ヨード化されている
にもかかわらず生理的効力が5～10％残存し接触還元により50％の効力が回復する．またヨード化ブイブロイン12）
にてチロシンの蛋白内配位状態の研究が行われた．以下低温ヨード化を用いる活性蛋白（ホルモン，酵素）の研究
をながめて見よう．
　（a）　ホルモンのヨード化　乳汁分泌ホルモンにpH　7．0のリン酸緩衝液中でヨード化を行うと分子中のチロジ
ン基のみが反応し，　ジョードチロジン基となる．するとホルモンの生物学的効力は失われ等電点は4．7に低下
する13）．チロジン基には遊離チロジンと同じヨード化速度のものと若干遅いものの二種が存在する．すなわちホ
ルモン分子中には二型の異った結合状態でチロジンが内部結合していることがわかった14）．
　成長ホルモンのヨード化の場合もチロジン基に選択的に働きヨード化の程度と効力減少の速度と比例するため
チロジン基がホルモン作用に重要なことが証せられる均．
　インシュリンではアルコール性アンモニア液中でのヨード化ではフェノール基をヨード化置換した場合やはり
効力低下を来すが脱ヨード化すると再び効力が現われてくる．しかしフェノール基の半分ヨード化においてはなお
60％の効力がある11）．この半分ヨード化の場合ヨードインシュリンの分光学的検索によればチロシンの18％はD．
1．T．，32％はM．1．　T．，として検出される．ところが大過剰ヨードによる反応ではD．1．　T．，が大部分を占めてく
る．これらの変化はペーパークロマトグラフイーによりて観察される．なおRocheによれば過剰ヨード化によっ
てサイロキシンが生成されるという16）．humam　chorionic　gonadotropinの低温ヨード化による完全無効化はチ
ロシン基と生理作用の重要関係を示す17）．
　FerrobeeはA．　C．　T．　H．，をRadioactive　I131もってヨード化しその生物学的反応機序を研究した1⑨）．伊藤は19）
唾液腺ホルモンを低温ヨード化すると著明な効力減損を来すことを報告した．　メラニン細胞拡張因子も中性ヨー
ド化により効力が低下する2°’．
　（b）　酵素のヨード化
　ペプシンは1分子当り34～40個のヨード原子が結合されたとき完全に失活する21）．このヨード化ペプシンを加
水分解するとジヨードチロシンが得られる．また1分子中2個のヨードが入る程度の部分ヨード化ペプシンを（生
理的効力は15～20％減少）加水分解するとモノヨードチロジンが得られる2）．1分子中17個のチロシン中12個のみ
が自由にヨード化され，5個は抵抗がある．この難ヨード化チロシン5個のうち3個は7．17M尿素で処理後はヨー
ド化されるようになる9）．Fraenkel－Conrat22）はトリプシン中の有効因子となる作用基を調べるためアセチル化，
ヨード化などの各種反応を実施したが酵素作用の減少を来さなかった．そしてインドール核およびアミドが重要
であると報告した．イチヂクの乳液中の酵素Ficinは過酸化水素およびヨード化により失活するという23）．　Urease
のヨード化による阻害はおそらく置換よりもむしろその酸化作用に起因するSH→－S－S一の変化のためであろ
う24）．
　Lysozymeは酸1生においては加熱にも耐える安定度を示すがアルカリ性では不安定である．したがってヨード
化は酸性において研究された．ヨード化により失活し亜硫酸塩により賦活されるため最初は一SH基の酸化還元に
よるものと考えられた25）．しかしこれは誤りでヨード化チロジン基のみならずイミダゾール基にも行われること
が知られ，また一SHが存在しないこともわかった．亜硫酸塩はヨード化イミダゾォールより脱ヨード化をし（N一
結合ヨードははずれやすい）このために作用が賦活することが証明された．すなわちこの場合ヒステジン基が酵
素作用に重要である26♪．トリプトファンを多量に含有する（6％）キモトリプシンはpH　3．5ではヨード化できなか
ったが，おそらく中性では反応せしめることができよう2り．
（の　抗原抗体友応
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　蛋白の血清学的特異性はきわめて特有な性質であり正常条件下では変化しないが，この蛋白を他の分子と結合
させることによってその特異性を変ることができる．ヨード化した蛋白の特異性はそのジヨードチロジン基によ
るものである．しかしこれらの蛋白に対する抗体は甲状腺蛋白なるチレオグロブリンと反応しない23）．このことは
チレオグロブリンのヨード基が大きいチレオグロブリン蛋白分子の内部に位置していること，およびジヨードチ
ロジン抗体がそれに近付き難iいことを示している．初期の研究では各抗原が抗元分子の決定族に相補的に適含し
た唯一の型の抗体を形成すると考えられてきた．ところが最近一つの分子に2つあるいはそれ以上の異った型の
決定族を有する抗原を注射すればそれぞれ異なった型の抗体が得られることがわかった．ヨードとアゾフェニー
ルアルゾニック酸を分子中に導入したグロブリンの注射によってはジヨードチロジンに対する抗体とアゾフェニ
ールアルソニック酸基に対する抗体の形成がおこる29）．この二つの型の抗体は前者の方はIodoovalbuminとの
沈澱により後者の抗体はアルザニルアゾアルブミンによって分離されるがiodoarsanilazoovalbuminを加えても
それ以上の沈澱をおこさない．聾essmannは血清の部分ヨード化と抗体との関係を報告している鍋．蛋白分子の
ヨード化にょり細菌凝集作用の低下することが知られている31、．放射性元素の中でIl31がよく使われるがこれは
蛋白分子と容易に結合すること，チロシン，ヒスチジン残基に置換により安定化結合をつくること，測定も容易
で適当な半減期を有することなどのためである．臓器に対する抗体をその動物に注射すると抗原抗体反応によっ
てある臓器に障害のおこることが知られている．　この場合1311で印をつけた抗体を用いるとどの組織で抗体が結
合して障害をおよぼしたかがわかる32　3り、1一とヒブリノーゲン凝固におよぼす影響の報告がある3”．
〔II〕　低温ヨード化に関する一新知見
　ヨードカゼインが単なるヨード化合体ではなく甲状腺ホルモン様生理作用を有することが認められたのはLud．
wig，　Mutzenbecherの報告を端緒とする62）．すなわちカゼインをヨード化しただけではこの生理作用は弱いが，
二次的に行われる熟成操作によってはじめて強力なサイロアクチブの性質を示すようになる．
　Reinecke，　Turner74）は蛋白内サイロキシン生成量におよぼす諸条件を検討し，熟成温度，触媒，撹拝速度，ヨ
ー ド添加量の各因子が影響することを報告した．湊，田中川は電解透析法を用いる脱無機ヨード操作により生理
作用の強力な製品を得ることに成功した．
　さきに著者はヨード化蛋白に関する研究の綜説を発表したが9°）現在までのいずれの文献もヨード化条件にのみ
研究の重点が向けられ，基質蛋白の問題に関しての報告は見当らない．著者は今まで単にヨードカゼインを称せ
られていたものを少くともαおよびβの二成分に分けて考える必要を感じ，その分画の予備的研究として炉紙電
気泳動法を応用する実験を行った．
（i）実　験　方　法
　　（a）試料の調製
　1．　カゼイン（1）搾乳直後の脱脂乳よりCarter法95）により調製した．本品の乾燥は真空冷凍乾燥法によった．
本品をpH　8．5のベロナール緩衝液に5％濃度に溶解し，試料とする．
　2．　ヨードカゼイン（Hノ）（部分ヨード化）．カゼイン59を0．02M　Na2CO3，0．1M　NaOH混液200〃21に溶解
し撹拝下に12溶液29例Z（0．11VI2＋0．2M　KI）を30分を費して滴下する．38°，2時間撹拝を持続すると，はじ
めpH　9．23であった液性はしだいにpH　9．0に近ずく・10％H2SO4をもってpH　6・8となし0」1∨Na2S203
5〃2Zを添加し5分間撹拝後15°となし24時間透析する．　しかる後1．5倍容のAcOH＋EtOH（pH　4・5）液中に撹・
拝下に注加する．得たる沈澱をEtOHっいでMe20でそれぞれ2回あて洗浄し乾燥する．（分析値12＝4．2％）2・・
の操作中ヨード添加を省略して得たカゼインを（H）とする．
　3．　ヨードカゼイン（1”）0．12VI2溶液75〃21を用いて操作2を実施して得る．（分析値12＝7．1％）
　4．熟成ヨードカゼイン（皿’）（高温ヨード化）カゼイン109にNaHCO339を添加した蒸留水400〃2」を加え
て溶解し38°撹拝下30分間に粉末121．8gを少量あて反応せしめる．しかる後なお1時間撹絆を続続，ついで60°に
液温をあげ該温度において18時間強撹拝を続ける．熟成完了後10％NaOHの添加により溶液となし不溶分を遠心
して除去し，得た透明液をセロファン膜内に入れ流水中24時間透析する．2倍量のAcOH酸性EtOH（pH4．5）
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中に注加し得た沈澱を遠心しEtOHついでMe2COを用いてそれぞれ2回あて洗浄する．（分析12＝7・2％）
　12値添加を省略して操作4を実施して得たものをカゼイン（皿）とする．
　　（b）炉紙電気泳動試験　Grassmann式にて実施　pH　8．5ベロナール緩衝液をもって湿潤せしめた炉紙
（東洋炉紙No．50；2．5×40cm）の中央部原点に試料の5％溶液0．01〃21を線状に添付し，500V，5時間泳動さ
せる、室温風乾後常法のこどく1％BPB試液にて染色，パラフィン固定処理後デンシトメーターにて吸光度を測
定．
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Fig．1．　Paper　Electrophoresis　of　Caseins
　　　　Veronal　Buffer（pH　8．5）
　　　　Ionic　Strength　（O．045μ）
　　　　500V，300　min．
　　　　Detection　　　　（1％B．P．B．、
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　（ii）実験結果
　　（a）加温処理による影響　カゼイン（1），38°処理カゼイン（H），60°処理カゼイン（皿）の泳動図は
F三g．1，およびF三g．3に示される．（1）および（n）のいずれも2個の主峰が観察される．特に（1）では第3の峰
まで分離し，泳動度の大なる順こそれぞれα，β，γの各分屑がみられる．
　（H）の加熱処理の範囲ではα，β二成分の分離に障害をおよぼさないことがわかる．しかるに（皿）の60°熱処
理した蛋白ではただ一峰のみしか出現せず明らかに変性のおこったことが認められる（Fig．3）．
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Fig．2．　Paper　Electrophoresis　of
　　　Iod三nated　Caseins
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Fig．3．　Paper　Electrophoresis　of
　　　Incubated　Proteins
　　（b）　ヨード化の影響（Fig・2）　Hノ（部分ヨード化）は明らかに二成分離像を示す．　H”（低温完全ヨード
ィヒ）はβ峰の分離が不鮮明となる．すなわちヨード添加量が一定量をこえるとβカゼインの酸化による変性が先
におこると推測される．ヨード化により各峰の泳動度は原蛋白のそれより大となる傾向が示される．
　　（c）熟成ヨード化の影響（Fig．3）　熟成ヨード化カゼイン（皿’）は対照カゼイン（皿）と同じく熱処理に
よる影響でただ一峰のみを示す．ヨード化による影響は泳動度の増大となって現われる．峰の位置は原蛋白αお
よびβ部分の中間に出現する．
　（iii）考　　　　察
　以上の実験結果はTiselius法によるカゼイン分屑の泳動実験の報告7－11）と大体において一致する．なお，緩衝
液としてはリン酸，酢酸，ベロナール各緩衝液を用いたがベロナール緩衝液がもっともよい分離像を示す．しか
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しいずれの場合もWarnerS）の報告によるα部分の2峰の存在は炉紙泳動では識別するに至らなかった．
　38°部分ヨード化蛋白では2峰の分離が示されるに反し同一条件にても完全ヨード化蛋白では原蛋白と異なる
泳動図を示し部分変性が既におこる．このように部分ヨード化蛋白では各分屑の分離が行われる現象はヨード化
蛋白の分劃操作に重要なる知見と思われる．熟成したヨードカゼインではまったく異なった泳動像を呈し一主峰
が現われる．すなわちこの場合は熱による影響とヨード化による影響とが重って変性は著しい．
　（iv）　結　　　　　論
　以上の研究によりヨード化蛋白より各分屑を分劃するには部分ヨード化に止めたものを試料とせねばならない
ことがわかった．蛋白の完全ヨード化による酸化現象はβ部分において先に生起される．
第2’章 メラニソ細胞刺戟ホルモン（MS．H．）の低温ヨード化
て1〕緒　　　論
　筆者はさきにメラノホーレンホルモンに関する綜説を発表した1c2）．このホルモンは別名メラニン細胞刺戟ホル
モン，（M．S．　H．），またはインテルメジン（intermedin），あるいは中葉のBホルモンともよばれる．またある場
合，melanophorに働くものとerythrophoreに働くものとにわけて前者に働く物質をMS．　H．両者に作用する
因子をintermedinと命名している研究者もある．このホルモンは脳下垂体の前，中，後葉に分布している．ところ
が同じ脳下垂体より分泌されるA、C．　T．　H。（副腎皮質刺戟ホルモン）の研究が進み，　HorbergおよびJohnsson
はA．C．T．H．とM．S．H．とが同一物と発表して注目をひいた1°3）．　Sulmanもまた，はじめは両作用が同一物で
示されると報告したが，後になってA．C．　T．　H．はM．　S．　H．をも含む三要素の複合体であると報じている154→5）．
以上のように高純度のA．C．T、H．がメラニン細胞拡張作用を示すことは確実である1°8　11°）．
　一方LiらはA．　C．　T．　H．製品をアルカリ処理するときは（0．1NNaOH，100°，5～10分）メラニン細胞拡張
作用は維持されるか，ある場合はより強化されるがこれに反してA．C、　T．　H．作用（Seyertest）は損失されるのを
見た111－5）．しかしながらWaring，　KetterはM．　S．　H．のアルカリに対する安定度はオキシセルロース吸着精製法
．により変化し，熱アルカリ処理によりA．C．　T．　H．およびM．　S．　H．両作用が平行的に減少することを報じ同一性
を主張した113）．両ホルモンの同一性に反対する論処としてA．C．　T．　H．が前葉抽出物中に多く存在するのに対し
てM．S．　H．は中葉に高含量を示すとする分布面の差異より見る報告もなされた111）t12）．
　A．C．　T．　H．のアスコルビン酸減少作用は，0．11∨NaOH，20分間加熱処理によりまったく失われるがM．S．H．
活性は25％のみが減少するエ1り．
　最初に両ホルモンの同一性を強調したJohns30nらも］A．　C．　T．　H．はM．S．H．作用をもっているという考え方
・に変ってきた．以上A．C．T．H．とM、S．H．との同一性をめぐる論争について述べたが，いずれにしても両ホルモ
ン間に近似性のあることは否定できない．ここでM．S．　H．の生物反応に関する二元説をとなえたAstwoodの報
告が再び問題となるll8）・牛の脳下垂体後葉抽出物はカエルのメラニン細胞拡張作用とPhoxinusのerythrophores
細胞拡張作用との両作用を有するがアルカリ処理によって前者の作用は増強されるに反し，後者の作用は処理前
の1／・Qに減少するというのである．Lock194）は豚脳下垂体のA．C．T．H．を0．1ルNaOH，100°，10分間加熱処理
してA・C・T・H・作用を完全に破壊するとき雨娃（Hyla　Arb。rea）の色素細抱拡張作用もまた平行して破壊され
るが　Xenopus　laevis（メラニン細胞のみを有する墓）によるメラニン細胞拡張作用は不変であることを観察し
た．彼はHylaはA・C・T・H・，　M．　S．　H．のいずれにでも反応するが，　XenopusはM．S．H．のみにて反応を示す
と考えた．さて両ホルモンが存在すると仮定して，両者の分離が企てられた．Morris113）はM．　S．　H．の調製に
工andgrebe，　Reid，　Waringの方法119）すなわち活性炭吸着法によりA、　C．　T．　H．から容易に分離iし得ることがで
きると発表した．しかしLi’派ら，　Waringらはこの報告に反駁している．
　Astwoodエ2°｝もまた本法を追試し，完全な分離は困難であると称している．　M．　S．　H．がA．　C．　T．　H．様作用を有
することの報告としては，Waring121）らの報文がある．すなわちエピネフリン投与またはストレスによって惹起さ
れた過血糖症をM・S．H．が抑制するという．またアジソン氏病患者の血中M．　S．　H．濃度はA．　C．　T．　H．濃度と
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平行する122）．このような平衡は妊娠時またはカッシング症状群においても見られる工陶．
　これに反し尿中MS．H．（妊婦尿に見られる）は明らかにA．C．T．H．作用を有しない124，125）。また，妊婦尿の
M．S．　H．はRana　esculentaの後肢部色素細胞のみに拡張作用を認めるがA．　C．　T．　H．は体全身の色素細胞を拡
張せしめるエ25）．
　M．S．　H．の効力検定法および作用機序についてはなお検討が加えられねばならないことが今後の問題であろう．
ところが最近Geschwind，　Lil17）らは脳下垂体からのM．　S．　H．の抽出に成功しその基本アミノ酸配列を発表した．
すなわちオキシセルロース法により得た粗フラクションを澱粉柱（ピリジン酢酸緩衝液，pH　4．9）電気泳動法，
およびカウンターカレント法により精製した．最小分子量2177，等電点pH　5．9を示す．
　トリプシン，キモトリプシンにて部分加水分解を行いアミノ酸の配列を決めた．（図表）
l　　T・　　　l　T・、　　　lT・
H－A・p－Gl・－Gly－P・・－Ty・rLy・IM・t－Gl・－His－Ph・rA・g二T・y7Gly－Ser－P・・－Lys－A・p－OH
　．．．．．．．．．．Ch，一一，．．一…－L．．．．i．．．．．一一．．Ch、．．．一一一．．．已h，i－．一．1．．．．＿．．．．．，　Ch、．．．．、．．…．．．．一一…
　　　　Chはキモトリブシン，　Tはトリプシンを示す．
　この式を見てすぐ気のつく興味ある点は，Met－Glu・His・Phe・Arg・Try・Glyなるアミノ酸の配列である．
これまで発表された種々のCorticotropin127－13°）の何れともアミノ酸配列が似ている点が注目されねばならない．
　以上を要約すればA．C．　T．　H．がM．　S．　H．と同一物であるとの説の確立はまだ尚早であること，　A．C．T．H．は
M．S．　H．作用を有するがM．　S．　H．そのものではなく，その分子中にM．　S．　H．作用ペプチドを抱含しているため
に両者は非常に近似的な構造を有し，　したがって生理作用が似ているとするのが現在の見方であろう．後葉ホル
モンの一一元性と多元性が長い間の問題であったがこれはDu　Vigneaud131、のオキシトチン，バゾプレツシンの構
造究明により論争に終止符を打たれた．両者は大部分の構造が非常に近似していたために混乱をまねいたのであ
る．M．　S．　H．，　A．　C．　T．　H．の問題もやがてはこのケースのごとく解決されるものと思惟する．
　A．C．　T。　H．とH．　S．　H．をめぐる論争は以上のように現在に到っているが両者が化学構造（アミノ酸配列）に
非常に類似している部分を有することは確実である．
〔II〕M．　S．　H．の簡易検定法について
　従来M．S．　H．効力検定法として発表されたものを列挙すると次のようなものがある．
　蛙の生体を用うる方法としてKustner，　Dietel132）はRana　Temporiaの腹部淋巴腔内注射による法を報告し
た．Trendelenbug133）は蛙皮膚切片を用いる鏡検法を，　Abolinl34），　Zondekl35｝はPhoxinus　laevisなる魚類の
皮膚変色を標測とした．B6ttgerl36）は魚類の鰭を使用した．
　Konsuloff137），　Teague138）は脳下垂体摘出蛙を使用しさらに精度をあげた．また，　Veil139）は鯨，　Aglialoril4°），
小山141）は姻斜を用うる方法を報告した．その他B6ttger142）は赤トゲウオ，　Abramowitzl43）はFundulus　herato－
chinus，　Keaty144）はトカゲ皮膚を検定に使用した．鎮目145）は光電度計を使用して蛙の撲のミラニン細胞の拡張度
を測定した．
　筆者はM．S．　H．の研究中冬季検定に使用する蛙，麟魁の入手難に会ったが内地において季節を問わず使用し得
るドジョウを用うる方法を創案した．伊藤，赤松と協力して得た実験結果をここに報告する．
　実　験　動　物
　種類はホトケドジョウ（Lefua　echigonia　Jordan＆Richardson），およびドジョウ（Misgurnus　anguil　licadatus）
の二種がもっとも適当である．体重，1～2gr，体長5～8cmのものをえらび，白色容器に入れ明所におくと約10日
にして体色は槌色して灰色となる．この状態の動物を生体のまま，尾ひれを鏡検するとメラニン細胞は縮小して
球形をなしているのが見られる．
　検　定手　技
　ドジョウを容器よりとり出し，左手でガーゼとともに握り，右手にて注射器を持ち0．05〃22の検液を背部に注射
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する．注射針は1／4を用い，皮下に0．5cm刺入すれば検液の洩れる心配はない．注射終了後白紙の上にのせたガ
ラス容器内に遊泳させ，一定時間ごとに反復鏡検し効果の判定をする．
　判　定　基　準
　顕微鏡倍率は150～300×が適当である．判定基準は表に示すように常にVoegtlin標準液を対照として実施す
る．反応は注射後2時間にして最高度に達する．
Table　I・　Voegtlin標準液ニヨル反応
注射〔」・・分 90　分
V10M．　E．
V100M．　E．
V200M．　E．
V300M、　E．
V500M．　E．
V700M．　E．
V800M．　E．
?
斗
十
÷
十
120分
十
十
十
〔註〕M．E．＝melanophoren　Einheit
　考　　　　　察
　以上の検定法は従来の方法に比して次の特長を有する．　（1）季節のいかんにかかわらず実験動物の入手が容易
である．（2）蛙のメラニン細胞よりも形状が一・定し整然と配列しているので効果の判定がしやすい．（3）操作が
簡易である．（4）Voegtlin標準液で500分の1MEまでの感度を有する．　なお，今後の研究において動物自体の
脳下垂体の影響につき調査をしたいと思う、ただしその影響は両棲類程は著しくない．対照動物を用いて実験を
施行すれば大体満足する結果が得られる．とくに注意することは検液のpHである．検液は酸性であってはなら
ない．pH　7．0～7．2に調製した検液を使用する．
〔III〕M．　S．H．の抽出について
　M．S．　H．の製法とし発表されているものにZondek，　Krohn；Krohn；Dietel；Jores；Stehle；Battgar；
Fostvedtの各報告がある．いまその各特徴を見れば，まつZondek，　Krohnは酢酸の0．25％熱溶液をもって下
垂体より抽出し，蒸発残査を熱アルコールにて抽出し，これを蒸発して得たる残査を水に溶解し数時間後㌍過し
てIntermedin溶液を得ている．　Dietelは後葉を原料として，抽出剤はバリット冷飽和液を用い硫酸にて中和し
て生ぜる硫酸バリウム沈澱を除去し，濃縮後アセトンにて沈澱を生ぜしめるとき有効物質は沈澱中に移行し，こ
れをさらに精製している．
　JoresはN／10カセイソーダ液にて抽出し，これを酸性となしカオリン吸着法によりホルモンを得た．　Stehle
は後葉より0．25％酢酸抽出液にアルコールを加えて沈澱物を除去して蒸発し得たる残査に熱メタノールを加え抽
出し，炉過しこの溶液に酢酸エチルを添加してホルモンを沈澱せしめている．
　以上の方法を見るとき，（1）主として後葉を原料としており，Stehle法以外はいずれもアルカリを以て後葉ホ
ルモンを分解することにより，M．　S．　H．を単離している．（2）したがって得たる製品はアルカリ型である．（3）
Stehleの酸性型製品は後葉ホルモンとの完全分離ができていない．　OxytocinことにVasopressinは非常にM．
S．H．との親和性強く，この除去法にはアルカリ分解より方法がない．
　筆者は脳下垂体中のM．S．　H．を酸性型ホルモンと名付け，これとやや性質を異にする体液（血液，尿）中の
M．S．　H．をアルカリ型ホルモンと称している．下垂体内の該ホルモンがアルカリ処理亦は体液中に移行せるため
に本来のホルモン分子になんらかの変化がおこると考えられるゆえである．筆者は後葉ホルモンをまったく含ま
ない酸性型ホルモンをたまたま必要としたため，原料として前葉をえらび，しかも前葉ホルモンもなるべく損失
することなく分離し得た．ゆえにその抽出法をここに報告する．
34 星薬科大学紀要 Vol．　9
　実験　の　部
　まつ常法によりアセトン乾燥脱脂法をもって前葉粉末を得る．これを下記表のように処理する．以後この粗製
ホルモンをGeschwind，　Li法117）によりオキシセルローズ吸着法を用いて精製した．
　本品はN／10アルカリ液にて室温一日放置するかまたは同液中にて15分間煮沸することにより，安定にして持
続作用あるアルカリ型に変化する．
　　　　　　　　　Table　H
前葉粉末
　　酷酸酷酸ナトリウム液
　　（pH＝4．5）一夜冷蔵
　　　1
　　残渣
　　　1α25％酷酸煮沸
l　　l
残渣　　炉液
中和
　1
炉液
　↓低温蒸発
pH＝5．0液
　1アルコ～ルにて
　↓70％濃度となす（一夜放置）
総
　1
炉液
　1中和
　　1
蒸発乾固残渣
　　↓メタノール抽出
メタノール
　　　1
　　沈澱
（前葉ホルモン）
括
　　↓蒸発濃縮後アセトン5倍添加
　沈澱
（粗MSH）
　以上を要約すれば，1．Oxytocin，　Vasopressinを含まざる酸性型ホルモンを抽出し得る．　H．前葉ホルモン
を同時に収得することを得る．皿・オキシセルロース法にて精製する．　W．本品の精製品の効力は1γ＝1m．　u．
（筆者法）である．
ほV〕M．S．H．のヨード化と生物活性の変化
　脳下垂体より抽出されたメラニン細胞刺戟ホルモン（M．S、　H．）は他の後葉物質であるバソプレッシン，オキシ
トチンと異なりアルカリに対して抵抗性があるのが特徴である．
　Joresl46）はアルカリ処理をなすとM．S．H．の作用は数倍強化されることを認めその理由として次のように考え
た14η．q）アルカリによる障害物質の破壊　（2）ホルモン自体の化学的変化による活性化．　Stehle143）もまた
M．S．H．をN／10アルヵリ液中に室温で一日放置するとき効力の増強を認めた．彼はアルカリ処理前後の生物学
的効力を比較するとき，定量的でなく定性的に観察せねばならぬと称した．すなわち，より少量で効力があると
いうのではなくより持続的であるという点である．換言すればアルカリ処理は本来のホルモンから他の型の物質
に定性的に変化すると考えた．
　いずれにしてもM．S．　H．内部構造になんらかの変化が行われていると見て差支えない．
　以上のようにアルカリ処理による効力増強の機序につき究明した報告はない．
　著者はM、S．H．のチロジン基の変化に関し興味を持ち研究中であるがホルモン分子中のチロジン基が生物学
的反応発見の重要因子であることに若干の知見を得たので報告する．もしアルカリ処理によりM．S．　H．分子内チ
ロジン基になんらかの変化がおこったとすれば，ヨード化もまた変化が見られるに違いない．このような見地か
ら酸性型およびアルカリ型M．S．　H．につきそれぞれヨード化反応速度を測定し，同時にヨード含量の増加につれ
て生物学的反応がいかに変化するかを検討した．
　ヨード化によりペプチッド結合中のチロジン基をジヨードチロジン基に変化させるに際しもっとも留意すべき
点は同時に傍生される酸化反応をできるだけ防止し，M．　S．　H．分子内部構造におよぼす影響をさけることである．
このために特殊条件下のヨード化を実施した．微酸性緩衝液，低温，静置の条件にて反応をつとめて緩徐に行っ
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Tyrosine　4×10－3M
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Fig．1　Rate　of　Iodine　Disapperance　in　pH　5、7（5°C）
た．ヨード化剤としてヨードヨードカリ液が比較的緩和に作用するのを利用し，その結果各種ヨード含量の異な
るM．S．　H．を逐次的にサンプリングすることができて生物学的反応を平行的に実施するを得た．
　筆者法149）15°）により得たM．S．　H・はチロジン含量4・68％（Lug9氏法）151）である．もし完全にヨード化された
場合，理論量ヨード結合は5．16×16－4mol／g蛋白に相当する．本条件下では1．98×10－4mol／g消費で平衡に達す
る．（Fig　1）対照チロジンのヨード消費は平衡時3．36×10－3Mである．これにより計算するとpH　5．7において
はM．S．　H．チロジン基の59％が反応したことになる．次にアルカリ型M．　S．　H．にて同様の実験を行ったところ
2．56×10－4mo1／gのヨードが消費されて平衡となりチロジン基の77％がヨード化されていることを示し，酸1生型
よりもアルカリ型においてヨード化反応の促進が認められた．
　次に酸性型ヨード化M．S．　H．をそれぞれ一定時間ごとに反応を停止させて得た各種ヨード含量の異なる検体を
用いて生物試験を実施した．（Table皿）
　Table　IH　Effect　of　Progressive　Iodination　on　Activity　of　MSH・
Series　No．　Iodine　combined　Iodine　combined　MSH．
???MpergMSH．0．66×10－4
0．96×10　4
1．16×10　4
1．26×10，4
1．27×10－4
with　MSH％
0，84
1．22
1．47
1．60
1．61
per　M　Tyrosine　Responses＊
0．25
0、37
0．45
0．49
0．50
柵
井
＋
十
　すなわち1．16×10－4mol／gのヨード化にて効力低下が見られ，1．26×10－4mol／gのヨード化では効力激減を
認めた．これに反しアルカリ型MS．　H．ヨード化体においては1．26×10　4mol／9のヨード化段階ではなおまだ
相当の効力が残存されているのを知った．このことはアルカリ型M．S．H．が効力低下をおこすに必要なヨード結
合量は酸性型MS．H．よりも大であることを示す．換言すれば，アルカリ処理されたMS．H．はチロジン基の
活性化（おそらくフェノール水酸基と他基との水素結合の離脱）が行われているのではないかと思惟される．な
お現在紫外部吸収スペクトルによるチロジン基の推移を実験中であるが，その結果によりさらに詳細を報告した
い．またA．C、　T．　H．および低分子化されたM．　S．　H．についての実験も続行中である．
　以上の実験によりM．S．　H．分子中のチロジン基が生物学的反応発現の重要因子であることをめた．
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　実　験　の　部
　ホルモンのヨード化M・S・H・は筆者法により作製した1γ＝1m．　u．の製品を用いた．本品400mgをpH5．7酢
酸酢酸ナトリウム（0・182〃2緩衝液酢酸ナトリウム＋0．0341〃zヨードカリ）20〃21に溶解し5°に冷却する．ヨー
ドヨードカリ液は12の5・16×10≡8〃201液（0・182〃2NaAc＋0．0341〃富KI＋0．00516〃212）20勿Zを調製し混合前記液
とする．
　ヨード吸収度の測定　（10mg蛋白1〃2」）混合液を一定時間ごとに5〃2Zあてサンプリングして直ちに1勿・HCl
10〃2↓中に注加し反応を停止せしめる．ヨードの遊離量を0．012Vチオ硫酸ナトリウムをもって滴定する．対照チ
ロジン液は2．58×10－3〃2液を使用して同様のヨード吸収曲線を作製する．
　アルカリ処理　検液1〃21に0．22VNaOH　1〃2』を加え15分間煮沸水浴中加温し一日室温放置後0．21VHC1をもっ
て中和する．酢酸ナトリウム緩衝液を加えて20〃21（pH5．7）となす．
　効力試験法　ホトケドジョウ（Lefua　echigonia）の体重1～29，体長5～8cmの此較的幼少なるものを試験動
物とする．動物を白色容器に入れ，日光の近くに飼育すると数日にて体色は淡灰色に変化する．このとき生体の
まま尾ヒレを鏡検（150倍）すれば，メラニン色素細胞は球形に縮少している．蛙皮膚によるよりも明瞭．被検液
0．5〃gZを4分の1注射針を用い背部皮下に0．5cm刺入すれば完全に注射できる．注射後白色容器中に遊泳させ一
定時間ごとに反復鏡検（150倍）して効果を判定する．（Fig　2）
1
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Fig．2　Changes　in　Melanophore・size　of　Dojos　Fin　fo110wing∫njection
　　　of　iodinated　MSH．
　検液調整および判定　検体1？η1をとり，水にて希釈し100〃2」となして検液とする．判定基準は色素細胞指数法
によった152）．
　総　　　　　括
　Melan。phore　hormonをアルカリ処理するときは効力がより持続1生となることが報告されている．しかしその
作用機序について説明したものはあまりない．筆者はホルモン作用発現の一因子としてチロジンの遊離フェノー
ル性水酸基が重要であると考え，このためにホルモンの階段的ヨード化（Progressive　iodination）を実施した．
ヨード化は遊離フェノール基を有するチロジンのみに行われる．したがってアルカリ処理によって遊離フェノー
ル性水酸基が増加すれば，ヨード化も促進される．ヨード化の進むにつれて生物学的反応は減少する．
第3章 ヨード化カゼインの微生物におよぼす作用
ヨードカゼインを用いて病原性細菌の発育におよぼす影響につき実験を行ったので報告する．
ヨードカゼインは，そのヨード含量4、6；5．2；6．0；7．0；7．5；8．6各％を使用したが，ヨード含量7．5％以．
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上のヨードカゼインになると遊離ヨードのために，細菌の発育に対する影響につき判定が難く，ここでは7．5％以
上のヨードカゼインは除いた、またヨード含量5．2；6．0各％ヨードカゼインとだいたい同様なる判定ができるの
で，本実験においては4．6；7．0各ヨードカゼインの発育に対する影響のみについて報告する．
　実験方法
　〔i〕使用薬品および希釈度　ヨード含量4．6；7．0各％ヨードカゼインならびにカゼイン（以下4．61．C．；7．O
I・C・；ならびにCとする）を用いた．その溶解は，各製品とも少量の蒸留水を加へ軽く振滋しつつ10％NaOH数
滴を滴加し，後よく振邊しつつ加温溶解する．完全に溶解したのち，これに培地をもって希釈し50倍溶液を作る・
　　　　　　　　　　　　　　　（図表には，菌種名をローマ字にて記した．）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　I
菌
?
Salmonella　typhi
Salmonella　paratyphi
　　　　A
Salmonella　paratyphi
　　　　B
品
類
?? ? 品 希 釈 度
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
却???500
十
十
什
750
杵
1000
冊
冊
2500150007500
十
十
十
十
十
十
冊
冊
冊
冊
十
十
十
十
十
1 ．000
十
十
十
Cont
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
Table　H
菌
品
類
薬
種
?
Staphylococcus　aureus
　　（Tesashima）
Staphylococcus　aureus
　　　（209P）
Pueumococcus　type　I
Pueumococcus　type　I
Pueumococcus　type皿
4．61．C．』
7．OI．C．
　C．
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
薬 品 希 釈 度
250
十
十
十
十
十
十
十
十
十
500
十
??
???
???
75・い…125・・｝・…｛75・・11・・…C・n・
十
十
十
十
十
十
十
十
十
杵
升
冊
杵
什
冊
十
十
十
＋
＋
十
廿
廿
杵
十
十
十
什
什
什
什
十
十
十
十
十
十
什
什
什
什
什
件
十
十
十
十
十
十
十
十
十
什
十
十
十
十
十
十
???
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
ただし　一は完抑制ではない．
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Table皿
薬品希釈度 1°°° IC°nt
十
7500500010002500750500250
品
類
薬
種
?
菌
十
十
十
十
十
十
十
十
＋
＋
井
井
＋
杵
甘
廿
井
丹
卦
朴
＋
朴
升
＋
朴
杵
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
Shiga
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
＋
甘
壮
廿
甘
斗
甘
廿
廿
什
冊
柑
冊
什
鼎
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
Ono
十
十
十
卦
甘
什
廿
朴
什
廿
什
柵
廿
什
柵
柵
冊
冊
糾
柵
冊
什
廿
冊
廿
廿
鼎
4．61．C、
7．OI．C．
　C．
Komagome　A
十
十
十
十
十
十
＋
什
廿
杵
廿
什
什
斗
什
柑
柵
柑
柵
柑
柵
什
冊
冊
冊
暢
柵
4、61．C．
7、OI．C．
　C．
Komagome　B　I
十
十
十
＋
＋
甘
＋
＋
什
壮
井
冊
廿
廿
冊
柵
W
柑
柵
柵
柵
井
什
冊
廿
什
柵
4、6LC．
7、OI．C．
　C．
Komagome　B皿
十
十
十
＋
＋
杵
＋
＋
什
＋
廿
什
廿
什
杵
廿
什
什
廿
杵
朴
柑
柵
暢
柵
冊
柑
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
Kawase
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
＋
＋
升
什
廿
什
廿
廿
井
廿
井
廿
升
廿
杵
4．61．C
7．OI．C
　C。
Sh6wa
十
十
十
＋
＋
什
＋
＋
廿
什
什
朴
什
廿
什
廿
什
什
廿
杵
柑
壮
壮
冊
廿
朴
冊
4．61．C
7．OI．C
　C．
Nakamura
十
十
十
＋
＋
升
＋
＋
升
什
什
什
廿
朴
什
廿
壮
冊
冊
壮
冊
柑
柑
冊
什
升
井
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
壮
什
什
卦
升
杵
4．61．C．
7．OI．C．
　C．
4．61．C．
7、OI．C．
Saigon
???
十
十
十
十
十
十
＋
＋
朴
廿
＋
井
廿
＋
朴
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
＋
什
廿
井????
杵
廿
杵
什
廿
井
4．61．C
7．OI．C
什
一
什
??????
C
4．61．C
7．OI．C
十
十
十
十
十
十
＋
＋
朴
十
十
井
什
柵
＋
特
耕
｝????
Ohara
Mita
Seishi
4．6LC
7’OLC
　C．
Escherichia　coli
ただし一は完抑制ではない．
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二の溶液を原液として，滅菌は，ザイツの細菌炉過器を用いて炉過滅菌し，希釈は，各試験管の液体培地（10例1）
中の終末希釈度が50，000倍溶液となるよう調製した．
　各薬品溶解において，はじめNaHCO3溶液をもって溶解したが，実験途上あまりおもわしくなく，NaHCO3の
かわりにNaOH溶液を使用した．また10％NaOH数滴において溶解したものをそのまま希釈に用いたが培地の
pHには影響がほとんど認められなかった．
　〔ii〕培　地　本試験に使用した培地は，桑原氏によるカゼイン水解培地を使用したが，肺炎球菌においては，
このカゼイン水解培地に10％の割に馬血清を添加した．ただし薬品希釈度は，前記と同様終末希釈度は50，000倍
である．
　〔iii〕接種菌量　肺炎球菌を除くほか各菌とも斜面に24時間培養したものを，標準白金耳を使用し，薬品を含
まぬ液体培地に1〃z1中1mgとなるよう菌浮遊液を作り，これを菌原液として10倍希釈法により10－6に希釈，こ
の菌液を各試験管（10〆）中に0．2励接種した．肺炎球菌の接種菌は，薬品を含まぬ，馬血清添加の液体培地に24
時間培養したものを原液として10－2に希釈，この菌液を前記同様接種した．
　接種菌量による薬品希釈度の影響について実験したが，その結果，肺炎菌を除いて10－1～10　4までの菌液を薬品
の各希釈せる培地に接種し24時間培養の後判定したが，各希釈度に対する発育度の相異は認められなかった．す
なわち，菌量が多く，24時間後には，すべて対照に同一の発育度を示した．また10－8以上の菌液を接種したとき
は，菌量が少ないために24時間培養では判定しにくい，われわれの行った実験においては，10－6～10一τの菌液を
接種した．
　〔iv〕判　定　判定は，各菌とも薬品を含まぬ液体培地に薬品を希釈したものと同量の菌を接種したものを対
照にとり，おのおの24時間培養の後，光電比色計をもって，その増殖度を判定した．
　実　験　成　績
　第2表参照　まず球菌として，ブドウ球菌（寺島および209P）および肺炎球菌を使用した．ブドウ球菌におい
ては，寺島および209Pの二種とも，前記希釈度において1000倍で最高発育度を示しており，肺炎球菌において1
型は希釈濃度の大の方が発育がよく，しだいに対照と同一になるが，H，IIIにでは2500倍において発育度が最高を
示している．
　〔v〕総括および考察　全般に1．C．は，病原性細菌に対し発育促進物質として作用している．1．　C．とC．との比
較においては，球菌に対しては，だいたい同様な発育度を示し，また4．6；7．0各％1．C．共同じであるが，桿菌
に対しては多くの場合1．CよりC．が発育度がよい．ヨード含量から見れば4．6％1．　C．，つぎに7．0％1．　C．の順に
なり7．0％1．C．は，促進作用は少ない．
　促進作用も菌により異なり，濃度大なるときもっとも発育がよくしだいに対照と同一になるものと，濃度大に
して抑制を示し，ある希釈度において，もっとも発育促進をなし，さらに希釈するとしだいに対照と同一になる
菌とがある．1．C．においては微生物の発育におよぼす影響はサイロキシン，ヨードチロジン，ヨードヒスチジン
などの作用のように考察されるが，この研究に対しては，次回に報告する予定である．
第4章 蛋白加水分解酵素に対する抵抗性静
　すでに蛋白加水分解酵素ペプシンのヨード化とその生物活性におよぼす変化についてはHeriottの報告があ
る172）．しかしながら，加水分解酵素が対象とする基質のヨード化に関する研究報告はあまり見られない．筆者は
基質蛋白をヨード化する場合にその酵素加水分解速度が原蛋白に比していかに変化するかを研究し若干の知見を
得たので報告する．
　基質蛋白としてはCasein蛋白とその他の三種を用いた．すなわち（i）Hammersten法により製したカゼイン，
（ii）オキシカゼイン173）および（iii）Hipp法174）にょり得たαカゼインの三種蛋白を使用した．これらの蛋白はそ
＊　第11回日本薬学会総会にて講演．
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れそれ低温ヨード化，高温ヨード化を実施して各種のヨード化蛋白を得た．かくして，一蛋白から原蛋白を含め
て三検体が誘導され，これらをもって基質となし，酵素による加水分解速度を測定した．
　反応速度の測定は三種の方法により実施しその結果を綜合して判定基準の正確を期した．すなわち，ホルモル
法，チロジン法，非蛋白性窒素法にて蛋白加水分解度を追跡した．なお，酵素反応の解析には初期反応速度が重
要であるが同時に24時間までの経時的加水分解度も測定した．
　実験　方　法
1．基質の調製　（a〕カゼイン〔1〕Carter175）法により製造したカゼインを用いた．（b）ヨードガゼイン（1．C．）
〔H〕前報（第一章）記載の方法により製造した．12含量＝7．0％，（日局甲状腺試験法による）．（c）熟成ヨード
ヵゼィン（LC．H．）〔皿〕前報（第一章）記載の方法により調製した．12含量＝7．0％，（日局甲状腺試験法によ
る）．（d）オキシカゼイン（O．C．）〔IV〕蟻酸2．4Zを容器に入れ，400gのカゼインを撹‡牛下に徐・々に加える．ギ
酸の65当量％を要する．35°以下，45分以内に行う．カプリルアルコールを加えて発泡を防ぐ．強撹拝にて完全
に溶解せしめる．20分後に4°に冷したH202の4モルを約1分以内に加える．　この時溶液は粘性が低くなる．
H202添加5分後溶液は暗色となる．　H202は一・時間作用させるがその間温度は35°以下でなければならない．
一時間後10Zの冷水を加え撹拝し直ちに冷アンモニアを徐々に加える．　pH4．0～4．5にて沈澱する．炉過した沈澱
を1田の水にsuspend　20分間撹拝する．　さらに炉過し同様に二回くり返す．次に沈澱を12膓のメタノールに
suspend　30分間撹拝後，一夜放置し炉過，乾燥する．　CaCl2上40°，減圧下4時間で粉末となし再びCaC］2減
圧下で24時間乾燥する．（e）ヨード化オキシカゼイン（O・1・）〔V〕〔n〕と同一方法によりヨード化を実施，調製
した．12含量＝6．5％（日局甲状腺試験法による）．　（f）ヨード化αカゼイン（α．1）〔W〕HiPPの尿素法176）によ
り調製した．ヨード化は〔H〕と同様の条件で実施した．．12含量＝7．55％（日局甲状腺試験法による）（9）勲成
ヨード化αカゼイン（α．LH．）〔、1〕ヨード化条件は〔匝〕の調製と同様の条件で行った．12含量＝7．55％（日局
甲状腺試験法による）．
2．酵素加水分解の条件　（a）基質液の調製　基質10gに蒸留水500〃21を加えて撹拝しつつ10％NaOHを加え
てpH　7．6となしついで水を追加して全容を1／とする．　（b）酵素溶液　トリプシンは持田製品を用いた．トリ
プシン10mgを精秤し100〃∂容ナスフラスコにて10mg％の酵素液とする．ペプシンはDifco社製品（1：10000）
の10mg％溶液を使用した．（c）友応条件　前記基質溶液5勿」をとり，これに酵素液1力2」を混合し，トリプシン
の場合はpH　7．6，37Q，ペプシンの場合はpH　2・0，37°にて反応させた．　（d）ヨード離脱度の測定法　反応
液に5％T．C．　A．10〃2Zを加え沈澱を炉去し炉液の一定〃2」をNi・ルッボにとり常法のとおりNa2CO3＋K2CO3等
モル混合物109と混和し加熱熔融させる・熔融後10分間加熱を続け放冷後100〃2」の沸騰水中にルッボのまま投入
し完全に溶解させる．ルッボはよく水で洗い洗液を溶出液に合併し㌍過する．炉液は濃硫酸で酸性とし10％Na
NO20．5〃2」を添加し遊離してくるヨードを，　IE確に秤取した10〃z1のクロロホルムに転溶させる．発色した液の
一部（4〃z1）を測定管にとり光電比色計にてヨード標準液（Na　I溶液12量1mg／励）と比色定量する．
　実　験　結　果
1経時的変化　（a）トリプシンによる加水分解：トリプシンによる加水分解度の経時的変化曲線をFig．1に示す．
、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24hOurs
Enzymic　Hydrolysis　by　Trypsin（Forlnol　Method）
　　　　　　　　Fig．　　1
＿＿＿．一＿一一一一一一一一αc
　　　　1人2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24　hours
Enzymic　Hydrolysis　by　Trypsin（Tyrosine　Method）
　　　　　　　　　　Fig．　　2
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原蛋白のトリプシンによる分解度はO．C．〉α．　C．＞Cの順である．そして0．　C．＞O．1．，α．C．〉α．1．，　C＞1．C．と
いずれの場合もヨード化により原蛋白より加水分解度が抑制されることがわかる．
　同様な結果はチロジン法によっても得られた．（Fig．2）
　次に低温ヨード化蛋白と高温ヨード化蛋白についてその加水分解度を比較した結果はFig．3，およびFig・4に
示される．
　いずれの場合もα．1．〉α．1．（H），1．C．（H）のように高温ヨード化蛋白における方が加水分解度の抑制が見られ
た．
?、、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24hours
Enzymic　Hydrolysis　by　Trypsin（Kjeldahl　Method）
　　　　　　　　　Fig．　　3
～?
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロアロヘ　　　　ユ　2　　3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24「hours
Enzymic　Hydrolysis　by　Trypsin（Tyrosine　Method）
　　　　　　　　　　Fig．　　4
　（b）ペプシンによる加水分解：ペプシンによる加水分解によっても．α．C．〉α．　C．（H）の結果は得られたが
〈Fig．5）（Fig．6），しかしα．1．（H）〉α．1・，1・C．（H）のごとく低温および高温ヨード化による影響については一定
した抑制順序は示されなかった．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぎ
1　2 4 6 24・hours
Enzymic　Hydrolysis　by　Trypsin（Kjeldahl　Method）
　　　　　　　　　Fig．　　5
　　　　，一’”一
1ち一’一”，’
　　　　　　　，αC
　　　－一二，’パOC
　　　　　　　　OI
，，一一
二ニー＝ご二ニー〔αI
　　　　　　　　lC但）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24hourS
Enzymic　Hydrolysis　by　Trypsin（Tyrosine　Method）
　　　　　　　　　　Fig．　　6
　（c）ヨード離脱度の比較：トリプシン加水分解によるヨードの離脱度（可溶性ヨード）を比較するとき，高温
ヨード化蛋白からのヨード離脱度は低温ヨード化蛋白のそれよりも抑制されるのが見られる．（Fig．7）これに反し
てペプシン加水分解においてはまったく反対に高温ヨード化蛋白の方がむしろ高いヨード離脱度を示す．（Fig．8）
H　初期友応速度の比較　（a）可検液の調製：カゼイン〔1〕，ヨードカゼィン〔皿〕の各1％溶液をそれぞれ6
個の三角フラスコに50〃2膓あてとる．これにトリプシン液をそれぞれ0．1，0．2，0．4，0．6，0．8，1．0〃zZの順に加え
て充分振塗し35°Cの恒温槽中30分間反応させる．（b）測定：次に5％T．C．A．溶液を加えて未反応蛋白を沈澱さ
早炉過する．炉紙上より蒸留水を加えて洗い洗液は1戸液と合併し水を加えて総量80〃∂とする．
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　ミ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，α1（H）　　　　　　　　　　　　　＿＿＿＿＿，，一一一一一一α1　　　　　　ミ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ’　　　　，αl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IC　　　　　　　　　　O・6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，01
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1C（H）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1C（H）
　　　　　’”一一一＾一一一’一’一一一゜一’一゜OI　　　　　　　　　O．4
　　．／グー’”…一一一一一…’一←…＾’一一磁（H）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　°2一一lc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24　hours　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24　hoし斤⑨
Enzymic　Hydro］ysis　by　Trypsln（lodine　Test）　　　　　　Enzymic　Hydrolysis　by　Trypsin（lodine　Test）
　　　　　　　　　　Fig．　　7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　　8
　上記検液5〃∂をとりミクロケルダール分解を実施する．
　ホルモル滴定の場合は反応液をフェノールフタレイン指示薬にてN／100NaOHにて滴定する．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　カゼイン（ホルモル法）
　
ン
　
シ
????伽
ド
ー
本　試　験
2V／100　NaOH
空　実　験
N／100NaOH
0．1〃21
0．2
0．4
0、6
0．8
1、0
1、2
17．3〃21
15．92
17．31
17．86
18．62
ヱ8．94
19．42
16．84勿
15．33
16．00
16．18
16．70
16．68
16．90
差
0．47〃∂／
0．59
1．31
1．68
1．92
2．27
2．52
差×f
0．46〃21
0．59
1．30
1、67
1．88
2．24
2．52
ヨードカゼイン（ホルモル法）
　ジ
?
伽
ド
ー
本　試　験
N／100NaOH
0．1〃奮Z
O．2
0．4
0．6
0．8
1．0
1．2
12．62〃2／
11．68
12．13
13．40
ヱ2．11
12．50
12．36
空　試　験
Nン100NaOH
12．17御」
11．08
11．20
12．20
10．84
10．83
10．30
差
0．45〃2
0．60
0．93
1．20
1．27
1．67
2．06
差×f
0．45〃∂
0．59
0．92
1．19
1．26
1．66
2．05
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　　　　Table　I
カ　ゼ　イ　ン（ケルダール法）
10mg％
トリプシン Wγ100NaOH
0．1〃21
0’2
0．4
0．6
0．8
1．0
17．61〆
17．48
16．70
15．57
15．00
14．65
×f NH3と反応したN／100HCl
17．46勿1［
　　　　117．33
16．56
　　　　i
15．43
14．87
14．57
1．68例」
1．81
2．58
3．71
4．27
4．57
zv量
0．24mg
O．25
0．36
0．52
0．60
0．64
ヨードカゼイン（ケルダール法）
10mg％
トリプシン
0．1〃2Z
O．2
0．4
0、6
0．8
1．0
N／100NaOH
18．01〃τ『
17．65
ユ7．29
17．00
16．48
16．23
×f
17．86幼6
17．50
17、14
16．86
16’34
16．09
NH3と反応し
たハη100HCl
1．28〃21
1．64
2、00
2．55
2．80
3．05
2V量
0．18mg
O．23
0．28
0．33
0．39
0．42
Nん。NaOH
　　物1
　2．5
　2．0
??
0．5
カゼイン
／’ヨードカゼイン
カゼイン
，／’》ヨードカゼイ／
　　　　　　　　　・・　・…磯　　一、数
　　　　　　　　Fig・9　ホルモル法　　　　　　　　　　　Fig．10　ケルダール法
　総　　　括
　ヨード化により基質蛋白が加水分解酵素に対していかなる態度を示すかを各種測定法を用いて実施した．その
結果次の項が明らかになった．
　1　カゼイン・αヵゼイン，オキシカゼインのいずれの場合もそのヨード化蛋白は原蛋白よりも加水分解酵素
に対して抵抗性を有している．
　H　ト1」プシンによる初期反応速度の解析においてもまたヨード化蛋白は原蛋白よりも遅い加水分解速度を示
す．
　IH　加水分解によるヨード離脱度の比較は低温ヨード化蛋白と高温ヨード化蛋白により差異が見られた．　しか
しトリプシンの場合とペプシンの場合では離脱度速度がまったく異なる．すなわちトリプシン加水分解において
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は低温ヨード化蛋白の方が速やかであるのに反しペプシン加水分解ではむしろ高温ヨード化蛋白の方が速い離脱
度を示す．
第5章 ヨード化蛋白中のサイロキシン生成能に関する新知見苦
　〔1〕緒　　論
　過剰のヨードを用いると蛋白の変性がおこる．過剰ヨード化には粉末ヨードそのままあるいは12KI溶液で微ア
ルカリ性にて行う方法がある38－43）．またアンモニア溶液中nitrogen　iodideを用いるときはもっとも大量のヨー
ドを入れることができる44）．ヨード化の完了を見る方法としてはMillon反応，トリプトファン核に起因する
Voisenet　and　Adamkiewig反応Pauly反応の陰性になるのを応用する45）46）47｝．ビウレット反応は微弱となりメ
チオニンの分解による小量のメチルヨージトが見られる．高温ヨード化は相当乱暴な反応であることがわかる．
－SH，－S－S，－SCH3の酸化，ペプチド橋の切断も行われるかも知れない．滴定曲線解析48　51）および直接定量にて
チロシンの一部でさえも変化しているくらいである．Spiegel－Adolph52）はX線解析によりチロシン，ジヨード
チロシン，サイロキシンの蛋白分子内配置につき報告した．アルカリ性において過剰ヨードを加へた場合はチロ
シン量よりの理論値以上のヨード結合がおこる．Pauly54、はこの過剰ヨードはヒスチヂンのイミダゾール核に入
ると予想している51）53）．直接にヨード蛋白よりヨードヒスチヂンをとり出すことは証明できなかったがベンツオ
イルおよびパラニトロベンゾイルヨードヒスチヂンを検出している．イミダツオール核の炭素と結合せるヨード
は強固なものであるがイミノ窒素と結合せるヨードは亜硫酸塩で離脱せしめることができる15）．いま過剰ヨード
化蛋白をA物質，亜硫酸塩でル結合ヨードを除去した蛋白をB物質，短時間ヨード化物質をCとすると次表の
ようになる．（Table　I）
Preparation
Iodoovalbumin
Iodoserumalbumin
Iodoserumglobulin
Iodothyroglobulin
Iodocase三n
　　　　　Table　I．
　　　　Iodine　Content
A
7．55
8．96
8．30
6．14
7．51
B
5．12
6．73
6．64
4．88
7．51
C
4．91
6．70
4．96
7．51
Nitrogen－1／Carbon－1
　　　　1：2
　　　　1：3
　　　　1：4
　　　　1：4
　　　　0：2
　グロビン蛋白はヒスチヂン含量が多くこのヨード化により55）11．4％のヨードが入る．亜硫酸処理により7．6％が
G結合として残り再びヨード化すると11・4％にもどる．　二の差がヒスチヂンのヨード消費とされている．ニト
ログロビンは56）チロシンの炭素1個のNO2基が入っているため理論量の3／4のみしかヨードが結合しない．以上
を要約すると高温ヨード化においてはヨード化と同時に酸化反応が副生する．
　（i）　ヨード化蛋白の甲状腺ホルモン作用
　Lenhart6°）は21％ヨード含量のヨードアルブミンを最初にオタマジャクシ形態変化に用いて促進作用あるを認
めたが毒作用もまたはげしいためサイロキシン作用を確立できなかった．Rogoff61）はヨードアルブミンにおいて
は甲状腺作用は非常に弱いと報告した．　Ludwig　Mutzenbecher62＞は初めてヨード蛋白が甲状腺末と同様にサイ
ロキシンを含むことを追ってHaringtonはこれを確認したc3）．それまでの報告のあるものは甲状腺作用はないと
記し，またあるものは加水分解後には非常に強い作用があるというように主張が一致しなかった．この原因はサ
イロキシン生成に関するヨード化の条件がわからなかったためである．このヨード化蛋白の甲状腺作用を確立し
たのはReinecke64）である．彼は毒作用なく経口投与で一▲定した効力を有するヨードカゼインを作製した．モルモ
ット⑮マウス66）による実験でも蛋白そのままの注射でもアナヒラキシーがおこらないというデークを得た．オク
＊第12回日本薬学会総会講演（1959）
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マジャクシ65）化学的定量67）でも検出しうる．Reineckeはヨード化の条件として次のものをあげている．（Table　H）
　（a）添加ヨード量　　蛋白中のチロシン1分子に対して2原子のヨード以下の添加でサイロキシン作用は弱く
4．5～6．0原子のヨードでもっとも強い作用を有する．添加ヨードの1／2が次亜ヨーソ酸の生成に消費されたとす
ると，置換に費されたヨードはちょうど1モルチロシンに対して2原子の割合となる．この量をこえると再び効
力が低下する．次にヨード化終了後70°にて18～20hrs　incubateすることにより著しくサイロキシン含量が高
まる68）．すなわちチロシンよりジヨードチロシンの生成後さらにこの2分子の酸化縮合をおこさしめるわけであ
る．もっともこのIncubationの報告に対して反論もある69）．
　（b）pHの影響　　反応中に次亜ヨーソ酸があらわれて反応液中のpHを低下させる．それである程度緩衝液
として役立つアンモニア，カセイソーダ液，炭酸水素ナトリウム液がつかわれるが，炭酸水素ナトリウム液がも
っとも適するのは12の酸化ポテンシャルがよいためである7°）．常にpH　7．0またそれ以上に保つことが必要であ
る65）．Radioactive　1311で1abeledしたIodocaseinで60°にincubateすると増量する71）．
　（c）友応温度　　Mutzenbecher72）はカゼインをアンモニア液中冷時ヨード化を行うとほとんどサイロキシン
作用がないと報告した．これを炭酸水素ナトリウム液に再溶解し37°，2～3days　incubateするとサイロキシン
作用があらわれる．ところが温度を60～70°に高めると著しくサイロキシン量が増加することが見られるように
なる65）．
　（b）Manganese化合物の触媒作用　　カップリング反応にはヒポヨージドが重要と思われBarkdoll　Ross
は酸素を導入することを必要とし73｝Reineckeもマンガン化合物と強撹絆してエアレーションすると効力が高ま
る74）と報告した．以上の諸条件をもって行えば，2．8～3．37％のサイロキシン含有にまで生成せしめ得るといわれ
る．これはジヨードチロシンの場合でも同様である7u．カゼイン中のチロシン含有5．65％とすればサイロキシン
の理論量は10．6％である．最高実際生成量3．7％は理論量の約30％である．マンガンのみでは駄目で撹拝が必要
である．
　（e）蛋白の適当なるもの　　チロシン含量の多い蛋白質がサイロキシン生成が多いとは限らない（Table皿）．
チロシンの蛋白内部における他のアミノ酸との結合がカップリング反応に適するか否かがもっとも大切である．
Ludwig，　Mutzenbecher62）はヨードカゼイン，血清アルブミン，血清グロブリン，絹ヒプロイン，エデスチンから
結晶サイロキシンを得た．しかしペプトンからとり出すことはできなかった69）．絹ヒプロインの場合チロシン基が
たがいに遠い所に結合しているため反応がおこりにくいらしい75）．Blaxter79）はヨード化血清蛋白の甲状腺作用は
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ此較的低くヨード化アルデインこれにつぎヨードカゼインが最高であるという．Reinecke，　Turner65）に詳細が記
載されている．絹ヒプロインは如何なる条件下でも理論量の80％ヨード化されるのみである77）．上記Reinecke，
Tumerとは別にRoche，　Michel7°）およびSadhu69）はヨードカゼインにつき次のように述べている．6％（Ca－
sein），3％（thyroglobulin），4．5％（Zein）の線にヨード化が達するまではサイロキシンははなはだ少く，また，
それをこえると再び減少する．これは過剰のヨード化により酸化分解がおこるからである．ジヨードチロシンの
一部はdiiodohydroxy　benzaldehydeに酸化される78）．湊はヨードカゼイン中の異種ヨードを除去することによ
り，効力増強を報告している79）．
　（ii）ジョードチロシンおよび誘導体よりのサイロキシン生戌
　ジヨードチロシンとサイロキシンが甲状腺中に同時に存在することは両者間に何かの関連性があると長い間想
像されていた．この実証が最初にMutzenbecher72｝により行われた。すなわち37°2週間微アルカリ性に反応せ
しめるとき0．1％のサイロキシンが生成する．このとき酸素の存在が必要であり，チオ硫酸亜硫酸塩のような還元
剤は反応を阻止する．同様な実験はTohnson，　Tewkesbury8°｝，　Barkdoll　Ross73｝，　Harington81）により追試され
過酸化水素添加のもとn’Butanolとよく振滋せしめ生成サイロキシンをブタノール層に移行せしめることによ
り1．36％に収量を増加せしめた．Reineke，　Tuner74）は∧710　NaOH　pH　9．5中Mn304触媒で18～20時間反
応せしめ反応温度60°を推奨した．収量2．8％，以上のジヨードチロジンからサイロキシンの反応はpHが重要因
子であり，Optim　pHはチロジンがPhenoxideの型で存在するpH　10である．　D．1．　T．の分解により生じた12
が酸化剤として反応を促進するという82）．また12とアルカリから生ずる次亜ヨード酸が酸化剤であるとの説もあ
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るs°）．さらにジヨードチロジンのアミノ基置換体においてもサイロキシン生成量が好収量で報告された．N一アセチ
ル体から7％の収量でN－Ac’Thyroxineが作られN－Ac－D．1．T．－Glutamine酸からは36％の収量でN－Ac’Thyr－
・o芦ine・Glutaminic　acidが得られた78）．これに反してN－benzoyl　D・LT・よりは得られなかった．　Leucyl’Tyrosin
を22時間，37°，pH　8．5で4原子12にて26％の収量を得るのに対して，　Glycyl－Tyrosin，　Tyrosylglycin，Glycyl－
tyrosy1－glycinよりは同一条件ではサイロキシンは生成しない83）．この場合アミノ酸のペプチド配列がサイロキシ
ンペプチド生成に影響することがわかる．遊離アミノ酸よりの生成pH，は前記のとおり10．0であるに反しペプチ
ド型チロジンよりのOptimum　pHは7．5である．生体内サイロキシン生成の生理的条件下に〔pH　7．5，37°〕ほ
とんど等しいことは誠lr意味深い．抗甲状腺物質Thiouracilは分解に依り生じたヨードをヨウ化物に還元し，サ
イロキシン生成を阻害する84）．
　（111）生体内サイロキシン生成のメカニズム
　Finkは甲状腺の加水分解中にM．1．　T．を認め85〕ChaikoffもRadioactive　1311をマウスに注射すると数時間後
・に甲状腺ヨードが蓄積され，その型はM．1．T．，　D．1．　T．，　Thyroxineとして定量された86）87）．注射後15分では投
与ヨードの82．7％がD．1．T．12．5％Thyroxine中に見出されることがペーパークロマトグラフィーでわかっ
た．5時間後では71．4％：29％とサイロキシン量が増加してくる．さらにRocheは1311を含んだ甲状腺をトリ
プシンで加水分解しペーパークロマトグラフィーで三者が同量生ずることを示した8⑨）．すなわち生成機構はチロ
ジンからD．1．T．の第1反応，　D．1．　T．よりサイロキシンの生成（第H反応）の二段階よりなる．第H反応は生
体外反応でも既述のようによく説明し得る．第1反応のチロジンのヨード化が甲状腺内でいかに行われるかが問
題である．チロジンがDJ．T．になるためにはヨードイオンは次亜ヨーソ酸に酸化されなければならない．がこの
反応は甲状腺のみに特有であるから酵素反応と思われる．甲状腺内にはCytochromoxidase，　Peroxldase，　Xanthi－
：noxidaseのごとき酸化酵素によりまずヨードイオンがヨードとなるのであろう．また甲状腺がMn＋＋を保留する
能力があることは酵素系の存在を示す89）．このヨーソ酸化物がチロジンのヨード化を行う．酸化酵素説を裏付け
るためにKestonは低温殺菌を行い牛乳を使用して甲状腺ホルモン合成のモデル実験を報告した．すなわち牛乳
にキサンチンを加えておき，ついで1311（1一の形で）を添加してincubateするとヨードチロジンとサイロキシン
を生成する153）．抗甲状腺物質は添化物の酸化を防害するためである．また甲状腺中のチロジンペプチドの長さも
サイロキシン生成に重要な因子であろう83）．カゼイン，インシュリン，ツェインのヨード化によるとチロジンの
一部だけがサイロキシンとなり，大部分はD．1．T．として存在する．蛋白内部構造がサイロキシン生成になんら
Table　n
　　Effect　of　progressive　iodination　and　high　temperature　incubation　on　Thyroidal　Activity　of　Iodinated
Protein
Seres　No．
I　　Iodinated
　casein
II　　Iodinated
　　sOy　bean
　　proteln
P「epa’ration
???
??????
Iodine
added
per100
P「ote’
ヨ　　
（9）
7．5
12．5
19、0
25．0
32．5
38．0
6．0
11、5
17．5
23．5
30．0
36．0
Iodine
added
pe「mole
tyrOSIne
（atoms）
1．89
8．16
4．80
6．31
8．21
9．60
2．03
3．88
6．35
8．95
10．14
12．17
Iodine
combined
per　cent
?????」 ??
??????????0?? ?
Iodine
combined
per　mole
tyrosine　　Thyroxine　Todpole
（atOmS）　COntent
　　　　　Per　cent
??】???
1．12
1．85
2．22
2．35
2．70
2．85
0．67
1．31
1．85
1．72
1．35
1．04
　　　　　percent
r sponses　thyrxine
Per　cent　responses　　P＊
????ρ?????
??＝????? ???
???? ? ?
3．82
5．07
5．29
2．92
2．35
2．32
???
にU
’??
＊P・the　per　cent　probability　that　the　difference　from　the　preceding　member　of　the　series　is　due　to
　chance　variation．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table皿
　Yield　of　Thyroxine　in　the　Iodination　of　Proteins　and　Pepsin－Induced　Peptons　Treated　by　the　Method
of　Reineke　a　Turner（action　of　6　atoms　I　per　molecule　of　thyroxine）
Product　studied
Casein
Fibroin
Insulin
Thyroglobulin
Zein
Casein　peptone
Casein　peptone
Initial　tyrOsine
content（％）
　　A??????????? ??
Thyroxine　content
after　iodination（％）
　　　B
1．65
0．40
1．35
0．68
1．61
0．04
0．14
Ratio
旦×100A
22．9
3．3
12．7
20．6
27．5
3．7
5．2
かの関係がある69）ことは充分想像され得る．ここに面白いのは蛋白にチロジンを添加したヨード化であり，サイ
ロキシン生成量の増加が見られる9°）．二分子のD．1．T．よりサイロキシンの生成（第H反応）は酸化的である
が，しかし酵素反応であるか否かは決定されない．
　〔II〕　ヨード化蛋白中のサイロキシン定量法
　サイロキシン分画ヨードの定量法として，多くの場合滴定法が用いられている、　しかし，ながら共存する総ヨ
ー ド量がサイロキシンヨードに比して非常に多いヨード化蛋白の定量には滴定数による偏差が著しくなる欠点が
ある．また血清蛋白結合ヨード（P．B、1．）の定量に近時盛んに用いられているBarker法はヨード化蛋白に対して
は鋭敏すぎて遊離ヨードの影響までを定量値にあらわして不便である．
　著者は人エヨード化蛋白の研究上，以上のような総ヨード対サイロキシンヨードの比が大なる検体に応用しう
る比色法を考察したので報告する次第である．またこの法を用いて数例のサイロキシン定量を実施した結果を発
表する．
　サイロキシン分画ヨードの定量
　標準原液としてNa　I液（12量1mg／2ηZ）を用る．原液を順次蒸留水で希釈して各種濃度の標準液を作成し，次
に各液の一定量に硫酸々性下にNaNO2液を添加し遊離ヨードをクロロホルムの一定容に転溶させて後，光電比
色計によりおのおの吸光度を測定した．（Table　IV）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　この値にしたがってヨード値検量線を作製した結果は
一??????W? ? ? ????・? ー
01・・。71川1・・｛．51．・…。・。、Z，
一→Lζmg）
Fig．1に示すように大体において直線関係であることが
わかる．また測定に適するヨード量は0．1～0．2mgである
ことも示されている．したがってBlau変法を主とするサ
イロキシン部分の分画溶液に本比色法を組合わせると簡易
にヨード化蛋白中のサイロキシン分画ヨードの定量を実施
することができる．
　つぎに本定量法を用いての若干の実験例を報告する．
　ヨード化蛋白中間加水分解物中のサイロキシン量
ヨードカゼインを実験の部記載のように処理して得た中間
加水分解物を酸可溶ペプチドおよび酸不溶ペプチドに分画
しそれぞれの分屑につき上記比色定量を実施した．〔田〕－
Table　V．酸不溶ペプチドにサイロキシンヨードが多く含
まれること，ならびに熟成ヨード化蛋白より出発した酸不
溶ペプチド分屑にとくに多くのサイロキシンヨードが存在
することがわかった．
Fig．1
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　ヨード化条件のサイロキシン生成量におよぼす影響
前報にしたがってヨード化した各種ヨードカゼイン中のサイロキシン量を比色法により定量した．
V）．この表より明かなように熟成ヨード化した蛋白中に著しくサイロキシン量生成が見られる．
Table　IV　　Optical　Density　of　Iodine
（〔皿〕－Table
ぱe・孟，・蓋、
ー????0．014
0．014
0．010
0．012
0．0工0
averag・1…12
0．039
0．037
．041
0．041
0．037
0．039
0．5　　0．7　　1．0　　1．1
mg　mg　mg　mg
0．072
0．073
0．070
0．071
0．071
0．071
0．081
1：‖：
：ll；1
0．089
0．125
0．ユ26
0．125
0．125
0．124
0．125
0．140
0．144
0．152
0．144
0．144
0．145
．3玄L5
mg．　mg
．165
0．ユ70
0．164
0．160
0．165
0．165
0．182
0．189
0．189
．190
0．201
0．182
ユ．7
mg
2．O
　mg
0．210
0．］99
0．207
．250
0．251
．259
0．248
0．250
．250
0．254
2．1
　mg
0．210
0．261
0．251
．254
．272
0．279
・250｝0’265
2．3　2．5
mg　　mg
0．279
0．322
0．308
0．307
0．304
0．304
0．321
0．299
0．349
0．365
0．409
0．320
実験　の　部
　比色定量法　　検体（0．19）に30倍量の40％Ba（OH）2を加えて水溶中20時間加水分解を続ける．分解液に水を
加えて50倍量に希釈し，20％HC1をもって酸性となし，同容のBu　OHをもって抽出する．ここに得たBu　OH
層は5％Na2CO3を含む4N・NaOHの同容にて洗い，ついで水半容にて水洗する．
　Niルツボ（内容50〃の中にBuOH層を定量的に移し蒸発して得た残査に常法のとおりNa2・CO3＋K2CO3等
モル混合物109を混和し加熱熔融させる．熔融後10分間加熱を続け放冷後，100〃2Zの沸騰水中にルツボのまま投
入し完全溶解させる．ルツボはよく水にて洗い洗液を溶出液に合併し戸過する．
　炉液は濃硫酸にて酸性となし10％NaNO20．5〃∂1を添加し遊離してくるヨードを正確に秤取した10〃2ZのCHCI3
に転溶させる．発色した液の一部（4励）を測定管にとり光電比色計にてヨード標準液と比色定量する．
　〔III〕　ヨードカゼインのサイロキシン生成能
　各種の蛋白をヨード化するとき蛋白内に生成するサイロキシン量は蛋白の種類により異なる．またチロジン含
有量とサイロキシン生成量とは必らずしも平行しない．たとえばフィプロインはチロジン含量が多いにもかかわ
らずサイロキシン生成能は非常に小さい．また海綿動物もヨード含量10％の高値を示すがサイロキシンはほとん
ど含まれていない．この理由は蛋白構造が二分子のジヨードチロジン基間の縮合を防害する配位を有するためと
考えられている．第1表にて各種蛋白の中でカゼインがサイロキシン生成能力がとくにすぐれているのが示され
る．
　一方ジヨードチロジン，アセチルジヨードチロジン，ジヨードチロジンペプチドのおくおのからも分子間結合
によりサイロキシンが生成される．
Table　V　Yield　of　Thyroxine　in　the　lodination　of　Proteins．
⌒t⊇d曄雛［瓢蕊血 Ratio　B×100A
Casein
Fibroin
Insulin
Thyroglobulin
zein
7．20
12．00
ヱ2．20
3．30
5．84
1．65
0．40
1．35
0．68
1．61
22．9
3．3＊
12．7＊
20．6
27．5
＊Studied　by　Jean　Roche
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　すなわちMuzenbecherはジヨードチロジンを37°，　pH　8．0，2週間保温するときに微量ではあるがサイロ
キシン生成を認めた72，．Harington81）は過酸化水素を添加することにより，またReinecke74）はMn化合物を触
媒とすることによってサイロキシンの生成率を上げた．Pitt－Rivers78｝はN一アセチル誘導体，　N一アセチルジヨー
ドチロジルグルタミン酸，ロイシルチロジンからそれぞれPH7．5，37°の生理的条件下にてもサイロキシンが生
成されるのを認めた．これより見てチロジンのアミノ基およびカルボキシル基がペプチド結合で存在する場合で
もサイロキシン縮合に障害をあたえないものと考えられる．
　筆者はサイロキシンの最適生成条件でカゼインのヨード化を実施し，サイロキシン生成能に対して蛋白内部構
造がいかに影響をおよぼすものであるかを研究した．
実　験　方　法
　蛋白内部構造に変化をあたえるために蛋白の部分加水分解を実施し，得たるペプトンをそれぞれヨード化して
サイロキシン生成能を測定する方法を採用した．Table　VIを参照．
　i）蛋白の部分加水分解　　アルカリによる方法と酵素による加水分解の両法を実施した．
Table　VI
…e・r（1）一蒜…」姪
．←
⊂II・d・・…d（1）
　　　Iodination　of　Casein－Peptones．
　　　　　　　　　　－Peptone（IIA＞……・…・
　　　　　　PH　4．0　　　（acid　insoluble）→Casein（II）
　　　　　　　　　　－Peptone（IIB）
　　　i　　　　　　　　　　　　・・（acid　soluble）
　　　↓　　　　i
　Iodinated（II）
partia1
司p・pt・n・（IIIA）
（acid　insoluble）
h・d「°lys’s　L，。p，。n。（IIIB）
　　　　　　　1 （acid　solub正e）
←
lI・di・…d（IIB）
←
Iodinated（IIA）1
　　アルカリ部分加水分解法　　比重1．3のNaOH液20gに蒸溜水100〃2Zを加えてアルカリ液を作る．撹拝しな
がらこの液にヨードカゼイン409を徐々に添加する．85～90°に加温して90分正確に反応させる、ついで180〃22
の蒸留水を加えて希釈し，希HNO3を徐々に添加しpH4．0に至らしめる．遠心分離して沈澱部分（CaseinlA）
と可溶性部分（Casein　H　B）に分離する．沈澱部分はpH4．0の水で洗い洗液は可溶部分に合併する．沈澱部分
は再び100〃zZの水に移しなるべく小量のNaOH液を加えて溶解させる．両者の溶液はそれぞれセロファンに入
れ流水下3日間透析をする．後アルコールエーテル等容混液を加えて沈澱させ40°で乾燥させる．
　　ペプシンによる部分加水分解　3gのカゼインに水90
勿1を加え塩酸でpH1．8となしメスフラスコに入れ正確
に100励液となす．この各10〃2Zあてをとり35°におい
てペプシン1mgを加える．一定時間ごとにFolin法によ
り遊離チロジン量を測定する．ペプシンによる加水分解曲
線はFig．1に示される．この加水分解曲線より1時間
（Peptone　A，　Peptone　C）および6時間（Peptone　B，
Peptone　D）における検体が適当と考えられたので，それ
ぞれつぎのように操作して各ペプトンを得た．
　Casein　309をもってペプシン分解を実施，1時間後に
1．25
100
075，
050
025
ノ
o 60　120180　240300360mm
Fig．2
希NaOHを加えてpH4．0となし10分間撹拝後，遠心分離して上澄液（Peptone　C）および沈澱（Peptone　A）に
分画する．Peptone　Cはアルコールエーテル等容混合物を加えて析出させる．沈澱はアルコールで2回，っいでエ
ー テルで1回よく撹幹し次にで40°乾燥する．Peptone　Aはアルコールエーテルで2回洗って後で40°乾燥する．
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（ii）試料の調製　　蛋白をヨード化する場合それぞれ一定量の各蛋白に同量のヨードを添加する方法は結果の判
定に重大な誤りを生ずる．各蛋白はチロジン含量を異にする、したがって含有チロジン量をまず決定し，しかる
後これを標準にしてヨード添加量をそれぞれの蛋白について計算しなければならない．添加ヨード量はチロジン
1〃201に対して6原子の比率に計算し加える．
　　ヨードカゼイン（低温熟成）　カゼイン109をNaHCO339を添加した蒸留水400〃1」に加えて溶解し36°
撹拝下30分間を要して粉末121．gを小量ずつ反応せしめる．1時間撹拝後液温37°に上昇させ30％H2021滴
を添加18時間撹絆を持続する．以後の処理は10％H2SO4にて等電沈澱後，なるべく小量のNaHCO3の添加によ
り溶解しセロファン膜内に入れ40時間透析しアルコールエーテルで沈澱乾燥する．
　　ヨードカゼイン（高温熟成）　前項とまったく同様にしてヨード添加を終了し，しかる後液温を60°に上
昇し30％H2021滴を添加し18時間撹拝を持続させる．以後の処理は前項に準ずる．
　　ペプトンのヨード化　　各ペプトンのチロジン量を定量しそれより添加ヨード量を計算する．その他の操作
は前項に準ずる．
（iii）　生物試験法　　同腹の蛸斜後肢の突起の見出した頃のもの一群20匹あてをガラス円筒中5～の水槽に飼育す
る．対照群は削節を飼料としてあたえ，他群は検体を投与し24時間後には除き以後削節にて飼育する．形態変化
は前脚の生じた動物数を縦軸に，変化日を横軸に記載する（Fig．3）．
（iv）サイロキシンヨードの定量　　第5章〔H〕法により実施した．
Apr11
23　　　25　　　27　　　29
May
1　　3 5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（1956）
7　　　　9　　　　11　　　　13　　　　15　　　：7　　　　19　　　21　　　23　　　25
α一10docasein
Iodocasein
10docasein
（incubated）　　　　　　　　　　　　　　1
・蜘・1＿＿＿＿一一一一一
　　　　　　　数字は変態蝟料数を示す．
Fig．3　　Activity　of　Various　Iodocaseins（Tadpole－Test）
実験結果および考察
　i）αおよびβ一ヨードカゼイン＊の生物学的効力の比較
αヨードカゼイン，βヨードカゼイン，低温ヨードカゼインおよび熟成ヨードカゼインの四者をその生物試験効
力で比較するとき，あきらかにαヨードカゼインがその力価最大である．　したがってカゼインのヨード化による
サイロキシン生成はα分画において主として行わたる．
ii）チロジンおよびカゼインのサイロキシン生成能の比較　　結合型チロジン（カゼイン）および遊離チロジ
ンをそれぞれ高温ヨード化してそのサイロキシン生成能を調らべるためにカゼイン　1．370g（結合型チロジンとし
て0・09359）およびチロジン0．09359を基質としてヨード化を行った．TableWに示されるようにペプチド型チ
ロジンの方が生成能が優れている．
＊α，β両カゼインの分画は次の文献によった．　HipP：J．　Dairy　Science．35．272．（1952）
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Table　V∬
Casein 1
Tyrosine
Probe（9）
1．375
0．094
Added　Iodine（g）
　　　0．228
0．227
Thyroxine　Iodine（mg）
　　　　1．76
0．40
　iii）低温ヨード化ペプトンのサイロキシン生成能　　アルカリ部分加水分解物（ペプトン混合物H）およびそ
の分画体である酸不溶ペプトン〔IA〕酸可溶ペプトン〔1－B〕をそれぞれ低温ヨード化してサイロキシンヨード量
を比較した．その結果同一条件下におけるヨード化にもかかわらずヨード化ペプトンはサイロキシン生成量が低
下する・とくに酸可溶ペプチドは原カゼインに比して著しく生成能力が低いことが証明される（TableW）．生成能
はチロジンおよびサイロキシンの比で示される．
Table　V皿　　Thyroxine　in　various　iodinated　Peptides　obtained　under　mild　Iodination．
1…e・・（・）
Tyrosine　Content（％）
Total　Iodine（％）
Thyroxine－lodine　（％）
Thyroxine（％）
－Th理趣e×100
　Tyrosine
Casein（II）
5．50
6．204
0．341
0．580
10．6
5．72
6．514
0．282
0．473
8．3
c・・ei・（IIA）1c・・ei・（IIB）
5．66
6．476
0．310
0．520
9．2
2．89
3．602
0．110
0．187
6．4
　ペプシンによる部分加水分解により得られたペプトン，すなわち1時間作用ペプトンの内酸不溶部分，（Pepto・
ne　A），酸可溶部分（Peptone　C）さらに6時間作用ペプトンの内酸不溶部分（Peptone　B），酸可溶部分（Peptone
D）のそれぞれにおいて前と同様に低温ヨード化により生成能を比較した．その結果Table　IXに示すようにアル
カリ部分加水分解の場合と同様に酸可溶ペプトンの生成能は原カゼインに比較して著しく低いことが見られる．
Tab王e　D（　　Yield　of　Thyroxine　in　the　Iodination　of　Peptones　treated　by　37°C
Tyrosine
Total　Iodine
Thyroxine　Iodine
Thyroxine　Content
Thyroxine×100
　Tyrosine
…e・・（1）1・・p・・neA　l
5．50
6．204
0．341
0．580
10．6
5．24
6．284
0．297
0．505
9．4
Peptone　BPeptone　CPeptone　D
4．58
4．678
0．222
0．377
8、2
2．70
3．102
0．082
0．139
5．2
1．07
2．250
0．024
0．408
3．7
　iv）高温ヨード化によるヨード化ペプトンのサイロキシン生成能　　iii）項とまったく同一条件でただヨード
化後の熟成温度を60°，20時間に変えた．この場合もTable　Xに示されるようにベプトンの生成能は原カゼイン
に比して低い，ただiii）項と異なる実は酸可溶ペプトン，酸不溶ペプトン間の生成能の差異は見られなかった．各
ペプトンの何れも同一生成能を示す．
　ペプトン部分加水分解における高温ヨード化にては，酸不溶部分A，Bおよび酸可溶部分C，　D間において生
成能の差が見られた（Table）①．この場合もペプトンAおよびB間のような蛋白分解度による生成能の差は見
られなくなる．
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Tahle　X　　Thyroxine　in　various　iodinated　Peptides　obtaind　under　60°Incubation．
Casein（1）C・・e・・（1・）IC・・e・・（IIA）
Tyrosine　Content
Total　Iodine
Thyroxine　Iodine
Thyroxine　Content
Thy・・xin・×100
　Tyrosine
5．50
6．126
0．536
0．911
16．6
5．72
6．302
0．378
0．643
11．2
5．66
6．022
0．375
0．638
11．3
Casein（IIB）
2．89
2．594
0．192
0．326
11．3
Table　XIYield　of　Thyroxine　in　the　Iodination　of　Pepsin－induced
　　　　Peptones　treated　by　the　Method　of　Reinecke　and　Turner．
Tyrosine
Tota正Iodine
Thyroxine　Iodine
Thyroxine　Content
旦理琴堕×100
　Tyroslne
Casein（1）　　　　　　　P・pt・n・AIP・pt・n・B
5．50
6．120
0．536
0．911
16．6
5．24
5．924
0．336
0．575
11．0
4．58
4．102
0．266
0．452
11．1
Peptone　C
2．70
3．102
0．120
0．204
Peptone　D
7．5
1．07
1．980
0．085
0．145
7．3
　以上の各表から見てカゼイン蛋白はなんらかの蛋白内部構造の特殊性によるサイロキシン生成能増加の存する
ことが考えられる．
　〔IV〕結　　　論
　カゼインは他の蛋白に比してヨード化によるサイロキシン生成能力が優れている．この理由はチロジン含量に
関係なくその蛋白内部構造の特殊性によると考えられる，その証明の一つとして蛋白構造を部分的に破壊したペ
プトンをヨード化の対象として原蛋白とのサイロキシン生成能を比較する方法をとった．
　その結果いずれの場合もペプトンは原蛋白よりもサイロキシン生成能力が低いことが分った．すなわち蛋白の
内部構造中のチロジン配位がサイロキシン生成能の一因子であると思惟された．
第6章 総 括
　以上各章にわたり論じてきたヨード化蛋白に関する研究知見を総括すると次のごとく各項に要約される．
　1．蛋白を変性させることなくヨード化するには単に低温　中性において行うだけでは充分でない．この場合
添加ヨード量が重要な因子となる．とくに混合蛋白をヨード化して後各分屑に分画するには確実に部分ヨード化
に止めねばならない．過剰ヨード化にては蛋白分屑間の会合がおこり分画が不可能になる．
　2．MSH（メラニン細胞刺戟ホルモン）を上記知見により分子構造に影響をおよぼさない条件において部分ヨ
ー ド化を実施しヨード添加量の階段的増加と生物活性との間の関連性を追跡した．その結果チロジン基のヨード
化は明らかに生物活性を抑制する．換言すればチロジン基はMSH作用発現の一因子であることがわかった．
　3．細菌にヨード化蛋白を与えると発育促進的に作用する．しかし促進作用は菌の種類により異なり，濃度大
なるときもっとも発育大にして次第に対照と同一になるものと，濃度大にしては変化なく，ある希釈度において
もっとも発育促進をなす菌とがある．またヨード含量より見るとき，46％7．0％の各ヨードカゼイン中4．6％
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のものが促進作用において優れている．
　4．基質蛋白をヨード化して得た低温ヨードカゼイン，高温ヨードカゼイン，ヨード化オキシカゼインのいず
れの場合も蛋白加水分解酵素トリプシン，ペプシンに対して抵抗性を有する．初期反応速度解析によってもヨー
ドカゼインは原カゼインに比し加水分解速度は明らかにおそい．
　5．　ヨードカゼイン中のサイロキシン生成能は他の蛋白よりも優れている．さらにαカゼインはβカゼインよ
りも生成能がよい．蛋白のチロジン量とサイロキシン生成能は平行しない．カゼイン蛋白の内部構造を破壊した
状態，すなわちリザルビン酸プロタルビン酸部分のヨード化産物は原カゼインヨード化体より明らかにサイロキ
シン生成能が少ない．　したがって原カゼインより出発するヨード化はサイロキシン含量のよいヨード化蛋白が得
られる．
　6．　ヨードカゼイン中のサイロキシンを測定するための簡易比色定量法につき報告した．
　本研究に際し終始御指導を賜わった東京医科大学生化学教室三坂教援ならびに生物試験法につき御教示を載い
た千葉大学薬学部湊教授，御高配御教示を賜わった東京医科大学久保盛徳教援に謹謝申上げる．また本研究に熱
心に協力載いた藤田礼三，山田和雄，武藤怜子，竹石トシ子，岩下摩天の諸氏に厚く感謝の意を表する．
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